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【摘要 】 背景 抗 结核 药物 超 敏 反 应 在 临床 上 很 常见 ， 药 物 激发 试验 是 目前 唯一 有 效 的 找 出 致 敏 药物 的 方法 ， 
但 可 诱发 患者 再 次 出 现 过 敏 其 至 休克 ， 严 重 时 危及 患者 生命 ; 也 有 患者 放弃 治疗 导致 结核 菌 耐 药 和 播 散 。 由 于 目前 常 
用 的 抗 结 核 方 案 需 要 四 种 药物 联合 使 用 ， 如 何 及 时 、 精 确 的 找 出 诱导 患者 出 现 过 敏 反 应 的 致 敏 药 物 是 临床 迫切 需要 解 
决 的 问题 。 目 的 ”评估 IFN- y 酶 联 免疫 斑点 法 在 快速 识别 出 诱导 此 类 患者 发 生 超 敏 反 应 的 致 敏 药物 中 的 临床 价值 。 
方法 选取 2021 年 1 月 一 2022 年 12 月 在 我 院 住院 治疗 的 初 治 敏感 肺结核 且 在 治疗 过 程 中 发 生 药物 超 敏 反应 的 串 
50 例 ， 采 集 患 者 过 人 敏 急性 期 外 周 血 单个 核 细 胞 ， 用 酶 联 免疫 斑点 法 检测 药物 特异 性 IFN- y 释放 细胞 的 情况 ， 采 用 药 
物 激 发 试验 作为 判定 何 种 药物 诱导 的 超 敏 反应 的 金 标准 ; 分 析 酶 联 免疫 斑点 检测 对 识别 抗 结核 四 联 方案 ( 异 烟 肘 、 乙 
胺 丁 醇 、 利 福 平 、 吡 嗪 酰胺 ) 所 致 超 敏 反 应 中 的 临床 价值 。 结 果 ” 酶 联 免 疫 斑 点 法 在 识别 异 烟 有 刊 、 乙 胺 丁 醇 、 利 福 
平 、 吡 嗪 酰胺 所 致 超 敏 反应 中 的 灵敏 度 分 别 为 69.2%、61.5%、75.0%、66.7%， 特 异性 为 97.3%、100.0%、100.0%、 
100.0%。 结 论 IFN-y 酶 联 免疫 斑点 检测 在 抗 结核 药物 过 敏 患者 急性 期 需 进 行 致 敏 药物 识别 时 ， 可 作为 一 种 体外 检 
测 的 有 效 手 段 。 
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【 Abstract 】 Background Hypersensitivity reactions of antitubercular agents are very common in clinical practice. 
Drug provocation test is the only effective method to find out the causative agents, but 让 may cause re—sensitization or even 
shock, which can be jife-threatening in severe cases; there are also patients who abandon treatment leading to drug resistance 
and dissemination of TB bacteria. Due to the fact that the conventional anti-tuberculosis treatment regimen involves the 
combination of four drugs, it is an urgent challenge for clinicians to quickly, safely, and accurately identify causative agents. 
Objective To evaluate the clinical application value of enzyme-linked immunospot assay in identifying causative agents in 
patients with hypersensitivity reactions to antitubercular agents. Methods A total of $0 patients with hypersensitivity reactions 
during the treatment of primary pulmonary tuberculosis hospitalized in Jiangxi Chest Hospital from January 2021 to December 
2022 were selected. Mononuclear cells of peripheral blood were collected from patients in the acute phase of allergy, drug specific 
IFN- y releasing cells was detected by enzyme-linked immunospot assay, and the drug provocation test ( DPT ) was used as the 
gold standard for determining which drug causes hypersensitivity reactions; the clinical value of the enzyme-linked immunospot 


assay in identifying hypersensitivity reactions caused by the antituberculosis quadruple regimen (isoniazid, ethambutol, 
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rifampicin, pyrazinamide ) . Results The sensitivity of the enzyme-linked immunospot assay in recognizing hypersensitivity 


reactions due to isoniazid, ethambutol, rifampicin, and pyrazinamide was 69.2%, 61.5%, 75.0%, and 66.7%, and the 


specificity was 97.3%, 100.0%, 100.0%, and 100.0%, respectively. Conclusion Enzyme linked immunospot assay can be 


used as an effective method for in vitro detection when causative agents identification is required in patients with hypersensitivity 


reactions to antitubercular agents at the acute stage. 


【 Key words 】 


超 敏 反 应 是 结核 科 临 床 医生 在 患者 治疗 中 经 常 需要 
面临 的 不 良 反 应 之 一 1  ， 结 核 病 患者 在 四 种 药物 联合 
使 用 过 程 中 ,发生 超 敏 反 应 后 如 何 及 时 准确 识别 出 致 敏 
药物 是 一 种 挑战 ， 尤 其 是 对 于 病情 危重 的 患者 。 尽 
管 包括 皮肤 斑 贴 实验 (SPT ) 、 嗜 碱 性 粒 细胞 活化 试验 
(BAT ) 和 药物 淋巴 细胞 激发 试验 (DLST ) 等 数 种 体 
外 检测 方法 已 被 临床 用 于 药物 超 敏 反 应 的 诊断 和 致 敏 药 
物 的 识别 '] ， 但 由 于 这 些 检测 的 灵敏 度 太 低 ， 使 得 医 
生 不 得 不 使 用 药物 激发 试验 (DPT ) 来 识别 出 导致 过 敏 
的 药物 ， 而 让 患者 再 次 处 于 发 生 过 敏 反 应 的 危险 之 
中 。 抗 结核 药物 超 敏 反 应 主要 是 由 抗原 特异 性 T 细胞 介 
导 ， 多 种 细胞 因子 参与 。 药 物 特异 性 的 了 细胞 在 药物 刺 
激 后 引发 钙 离 子 内 流 和 转录 因子 表达 增加 ， 随 后 ， 细 胞 
活化 进入 功能 分 化 期 ， 产 生 炎 症 因 子 引 起 一 系列 的 炎症 
反应 。 酶 联 免疫 斑点 法 (ELISpot ) 检测 炎 性 细胞 因子 
如 干扰 素 -y (IFN-y ) 、 白 介 素 -2 (了 IL-2 ) 等 最 近 被 
用 于 识别 诱导 药物 超 敏 反应 的 致 敏 药 物 ， 已 成 为 国际 研 
究 的 热点 。ELISpot 是 单 细胞 水 平 检测 ， 有 可 能 在 成 千 
上 万 的 外 周 血 单 个 核 细胞 (PBMCs ) 中 识别 一 个 药物 特 
异性 的 细胞 ” ， 目 前 用 于 评价 B - 内 酰胺 类 ( BLs ) 
抗菌 药物 抗 惊厥 药物 超 敏 反应 的 研究 较 多 ， 灵 人 敏 度 从 
13%~91% 不 等 "M1 。 而 对 于 ELISpot 检测 法 在 识别 抗 
结核 药物 诱导 超 敏 反应 中 的 致 敏 药物 方面 ， 目 前 国内 外 
尚 没有 这 方面 的 研究 。 本 研究 拟 进 一 步 验证 酶 联 免疫 斑 
点 法 在 识别 抗 结核 药物 超 敏 反应 致 敏 药物 中 的 敏感 性 和 
特异 性 ; 将 为 抗 结核 药物 超 敏 反 应 致 敏 药物 识别 的 体外 
检测 方法 开阔 新 的 思路 和 提供 临床 依据 ; 以 期 在 短 时 间 
内 安 人 全、 快速、 有效 地 找 出 致 敏 药物 ， 让 患者 尽快 能 够 
继续 规则 的 抗 结核 治 疗 ， 减 轻 患 者 家 庭 和 社会 的 负担 ， 
减少 结核 病 播 散 和 耐 药 。 


1 研究 对 象 与 方法 


1.1 研究 对 象 

选取 2021 年 1 月 一 2022 年 12 月 在 江西 省 胸 科 医 
院 感染 性 疾病 科 住 院 ， 诊 断 符合 初 治 敏 感 肺结核 ， 并 且 
在 抗 结核 治疗 过 程 中 发 生 超 敏 反应 的 患者 50 例 为 研究 
对 象 。 纳 入 标准 : (1 ) 符合 《肺结核 诊断 和 治疗 指南 》 
号 中 初 治 敏 感 肺结核 的 诊断 。 ( 2 ) 临床 特征 和 实验 检 
测 结果 符合 《中 国 临 床 皮肤 病 学 》 第 2 版" 药物 超 敏 
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反应 的 定义 。 排 除 标准 : (1) 同时 存在 人 获得 性 免疫 
缺陷 病毒 感染 ; (2 ) 同时 存在 慢性 肾病 、 糖 尿 病 、 血 
液 病 、 自 身 免疫 性 疾病 ， 或 患者 在 使 用 相关 治疗 药物 。 
本 研究 已 通过 江西 省 胸 科 医院 伦理 委员 会 审批 ( 伦理 审 
批号 : 座 胸 伦 审 字 (2019 ) 2 号 ) ， 所 有 研究 对 象 已 签 
署 知情 同意 书 。 研 究 对 象 的 年 龄 为 16~80 岁 ， 平 均 年 具 
(44.6+19.5) 岁 。 

1.2 ”研究 方法 

1.2.1 抗 结核 药 物 超 敏 反应 患者 PBMCs 分 离 : 本 研究 
中 使 用 的 试剂 均 来 自 于 天 津 源 详 华科 生物 科技 有 限 公 
司 。 将 采集 的 抗 凝血 按 相等 比例 与 RPMI 1640 培养 液 均 
匀 混 合 , 按 2: 1 配 比 把 稀释 后 的 血 标本 缓慢 加 到 Ficoll 
淋巴 细胞 分 离 液 上 , 在 18% 条 件 下 ， 调 整 为 1 000 g， 
使 用 离心 机 离心 22 min， 再 将 分 离 出 来 的 PBMCs 取 
出 至 男 一 个 15 mL 尖 底 离心 管内 ， 加 入 Roswell Park 
Memorial Institute 1640 培养 液 到 10 mL， 调整 温度 为 
18% ，600 g， 了 予 离心 7 min， 进 行 第 1 次 洗涤 ， 离 心 
后 去 除 上 清 ， 加 入 lmL Roswell Park Memorial Institute 
1640 培养 液 将 细胞 轻 组 重新 悬浮 ， 然 后 加 Roswell Park 
Memorial Institute 1640 到 10mL, 18 °C, 350 g, 离心 7 
min， 进 行 第 2 次 洗涤 ， 离 心 后 小 心 弃 去 上 清 液 ， 加 入 
500 kuE 的 AIM-V (根据 细胞 数量 调整 加 入 量 ) ， 轻 组 
重 悬 细胞 ， 取 10 puE 重 悬 的 细胞 液 ， 用 0.4% 的 台 酚 蓝 
染 液 40 mL， 调 制 成 1: 5 的 细胞 稀释 液 ， 混 匀 后 取 10 
kL 加 入 细胞 计数 板 ， 进 行 活 细胞 计数 ， 调 整 细 胞 浓度 
至 2.5 x 109%mL 备 检 。 

1.2.2 ELISpot 检测 : 分 别 在 包 被 有 小 鼠 抗 人 的 IFN-y 
单 抗 的 96 孔 培 养 板 上 ， 每 六 孔 为 一 组 ， 分 为 四 组 ， 按 
空白 对 照 筷 、 异 烟 腓 孔 、 利 福 平 孔 、 吡 嗪 酰胺 孔 、 乙 
胺 丁 醇 了 筷 、 阳 性 对 照 孔 顺序 排列 并 做 标记 ; 阴性 对 照 
孔 加 入 50 pL RPMI 1640 培养 液 +50 LIL-2 (50 了 IU/ 
mL ) ，50 kL 预先 制备 的 药物 及 50 EL LL-2 分别 加 入 
相应 的 药物 抗原 孔 ， 阳 性 对 照 孔 加 入 10 bg/mL 的 植物 
血 凝 素 ( phytohemageglutinin, PHA ) 100 kL, 并 在 各 反 
应 孔 添加 100 kL 细胞 分 离 液 。 把 培养 板 放 入 培养 箱 铬 
育 24h 后 ， 再 取出 培养 板 ， 弃 去 上 层 培 养 液 ， 然 后 每 
孔 加 入 200 kL 无 菌 磷 酸 缓 冲 盐 溶液 ， 重 复 洗涤 3 遍 以 
上 。 用 磷酸 缓冲 盐 深 液 200 倍 稀释 浓缩 标记 抗体 试剂 制 
成 标记 抗体 ， 在 每 孔 加 入 50 ukL， 在 培养 箱 2e~8% 孵 
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育 60 min， 后 弃 去 标记 抗体 ， 洗 板 显 色 - 无 菌 PBS 洗 
涤 4 遍 除去 未 结合 的 酶 标 抗体 ， 每 孔 加 入 50 uL TMB 显 
色 液 ， 室 温 条 件 下 孵育 8 min。 用 莹 馏 水 反复 洗涤 培养 
板 后 ,在 37% 温 箱 内 使 培养 板 干燥 ， 计 数 并 记录 每 孔 
内 深蓝 色 清 晰 的 斑点 数 。 
1.2.3 ”判断 诱导 超 敏 反应 的 药物 : 采集 好 患者 基线 数据 
后 ， 了 予以 抗 过 敏 及 对 证 治疗 ， 症 状 缓解 后 在 医生 密切 观 
察 下 进行 DPT， 逐步 试 用 4 种 可 疑 药物 (根据 具体 情况 
决定 试 药 顺序 ) ， 从 小 剂量 开始 逐渐 加 量 ， 每 种 药物 试 
用 时 间 为 3 ~ 4 d， 如 出 现 符合 超 敏 反应 诊断 的 情况 ， 
即 判定 为 DPT 阳性 ， 此 药 即 为 致 敏 药物 。 
1.3 统计 学 分 析 

采用 四 格 表 法 计算 酶 联 免 疫 斑点 法 对 异 烟 腓 、 利 
福 平 、 吡 嗪 酰胺 、 乙 胺 丁 醇 所 致 超 敏 反 应 的 诊断 价 
值 ， 其 中 灵敏 度 = 真 阳性 数 /( 真 阳性 数 + 假 阴 性 数 ) 
x 100%， 特 异 度 = 真 阴性 数 / ( 真 阴性 数 + 假 阳性 数 ) 
x 100%6。 


2 结果 


DPT 共 检 出 63 例 次 抗 结核 药物 所 致 超 敏 反 应 的 致 
敏 药 物 。 酶 联 免 疫 斑 点 法 共 检 出 11 例 次 两 种 抗 结核 药 
物 所 致 超 敏 反 应 ，1 例 次 三 种 抗 结核 药物 所 致 超 敏 反 应 。 
酶 联 免 疫 广 点 法 诊断 异 烟 有 讲 、 乙 胺 丁 醇 、 利 福 平 、 吡 
嗪 酰胺 所 致 超 敏 反 应 的 灵敏 度 分别 为 69.2%、61.5%、 
75.0%、66.7%， 特 异 度 为 97.3%、100.0%、100.0%、 
100.0% ( 表 1~4)。 


表 1 酶 联 免疫 斑点 法 对 异 烟 腓 所 致 超人 敏 反应 的 诊断 价值 (n=50, 例 ) 
Table 1 The diagnostic value of enzyme-linked immunosorbent assay for 


isoniazid induced hypersensitivity reactions 


ee i 合计 
斑点 法 阳性 阴性 
阳性 9 1 10 
阴性 4 36 40 
全 18 37 50 


注 : DPT= 药物 激发 试验 。 


表 2 酶 联 免 疫 斑 点 法 对 利 福 平 所 致 超 敏 反应 的 诊断 价值 (n=50, 例 ) 
Table 2 The diagnostic value of enzyme-linked immunosorbent assay for 


hypersensitivity reactions caused by rifampicin 


酶 联 免 疫 DPT 含 济 
斑点 法 阳性 阴性 > 
阳性 15 0 15 
阴性 5 30 35 
合生 20 30 50 


表 3 了 酶 联 免疫 斑点 法 对 吡 嗪 酰胺 所 致 超 敏 反应 的 诊断 价值 (n=50， 
例 ) 


Table 3 The diagnostic value of enzyme-linked immunosorbent assay for 
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hypersensitivity reactions caus 


ed by pyrazinamide 


酶 联 免疫 


DED 


斑点 法 阳性 阴性 人 
阳性 10 0 10 
阴性 5 35 40 
全 哈 35 50 


表 4 酶 联 免 疫 斑 点 法 对 乙 
例 ) 
Table 4 The diagnostic va 


hypersensitivity reactions caus 


胺 丁 醇 所 致 超 敏 反 应 的 诊断 价值 ( n=50， 


ue of enzyme-linked immunospot assay for 


ed by ethambutol 


酶 联 免疫 DT 


ee 
斑点 法 聘 亲人 
阳性 8 0 8 
阴性 5 37 42 
从 13 Sm 50 
3 讨论 


对 于 医生 和 患者 来 说 ， 在 抗 结 核 治 疗 过 程 中 明确 引 
起 超 敏 反应 的 致 敏 药 物 是 一 个 重要 的 挑战 ， 因 为 这 影响 
到 患者 后 续 的 治疗 。 目 前 认为 ， 抗 结核 药物 超 敏 反应 
以 迟 发 型 超 敏 反应 为 主 ， 通 常 是 在 摄 入 抗 结核 药物 后 
数 小 时 甚至 数 天 后 发 生 ， 由 了 淋巴 细胞 介 导 的 免疫 反 
应 导致 ， 多 种 细胞 因子 参与 。T 淋巴 细胞 的 活化 在 药物 
刺激 后 几 分 钟 内 开始 ， 引 发 钙 离 子 内 流 和 细胞 因子 如 
干扰 素 (IFN ) -y 等 表达 增加 。 但 实际 上 药物 特异 性 
T 细胞 在 整个 PBMCs 是 极其 罕见 的 ， 频 率 约 为 1/ 数 万 
的 PBMCs12-13 ] 。 本 研究 组 曾 用 药物 淋巴 细胞 刺激 试 
验 (DLST ) 体外 检测 致 敏 药物 ， 但 可 能 产生 假 阴 性 结 
果 ， 因 为 即使 存在 药物 特异 性 了 细胞 ，DLST 中 的 T 细 
胞 活力 并 不 总 是 足以 检测 到 孵育 后 的 细胞 分 裂 。 然 而 ， 
IFN-y ELISpot 试验 有 可 能 在 成 千 上 万 的 PBMCs 中 识 
别 单个 药物 特异 性 T 细 胞 。 

与 本 项 目 类 似 的 研究 报告 表明 青霉素 诱导 的 传统 
IFN-y ELISpot 检测 比 DLST 更 敏感 。 本 研究 结 
果 表 明 ， 在 药物 诱导 的 T 细胞 反应 强 到 足以 引起 细胞 分 
裂 的 情况 下 ，ELISpot 能 够 检测 到 药物 诱导 的 IFN-y 产 
生 。 本 人 研究 入 组 的 大 多 数 病例 均 在 药物 过 敏 急性 期 采血 ， 
同时 在 药物 和 PBMCs 孵育 过 程 中 加 入 IL-2 来 稳定 特异 
性 了 细胞 活化 后 IN-y 的 分 泌 ， 所 以 本 研究 使 用 这 种 
改良 的 IFN-y ELISpot 法 在 超过 60% 的 病例 中 检测 到 
药物 特异 性 T 细胞 ， 不管 患者 是 哪 一 类 型 的 皮肤 过 敏 反 
应 。 本 研究 发 现 ， 对 于 同时 对 多 种 结核 药 过 敏 的 患者 ， 
ELISpot 法 检测 的 灵敏 度 更 高 ，50 例 患 者 中 ，DPT 检测 
发 现 有 11 例 患者 对 2 种 抗 结核 药物 过 敏 ，1 例 患 者 对 
三 种 抗 结核 药物 ， 而 这 些 患 者 IFN- y ELISpot 法 检测 均 
为 阳性 。 
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对 于 使 用 改进 的 IFN-y ELISpot 方法 即 加 入 IL-2 
刺激 PBMCs 是 否 会 导致 非特 异性 IFN-y 的 产生 而 出 现 
假 阳 性 结果 的 问题 ， 本 研究 发 现 ， 在 没有 药物 的 试验 孔 
中 ， 大 多 数 情 况 下 检测 到 生成 的 IFN-Yy 点 不 足 5 个 。 
出 现 的 这 些 IFN-y 斑点 可 能 是 非特 异性 的 ， 在 没有 接 
触 致 敏 药 物 的 情况 下 被 检测 到 ， 考 虑 原因 为 部 分 患者 符 
合 药物 超 敏 反应 综合 征 (DIHS ) 的 诊断 ， 出 现 长 时 间 
的 皮疹 ， 本 研究 推测 非特 异性 斑点 可 能 与 DIHS 相关 的 
持续 免疫 异常 有 关 。 但 是 在 临床 中 发 现 ， 有 部 分 对 多 种 
抗 结核 药物 过 敏 的 患者 ， 过 人 敏 急性 期 IFN- y ELISpot 法 
检测 为 阳性 ， 皮 疹 消 褪 后 DPT 结果 也 是 阳性 ，2~3 月 后 
再 次 进行 DPT, 却 有 部 分 原来 阳性 的 药物 转变 成 阴性 了 ， 
考虑 原因 为 在 过 敏 急性 期 ， 机 体 过 敏 闪 值 下 降 有 关 。 

无 论 在 国内 还 是 国外 ， 药 物 超 敏 反 应 的 体外 检测 方 
法 已 逐渐 形成 热点 ， 但 由 于 检测 的 敏感 性 太 低 ， 如 何 提 
高 检测 的 敏感 性 已 成 为 目前 研究 的 焦点 。 本 研究 采用 酶 
联 免 疫 斑 点 检测 法 ， 并 通过 在 实验 过 程 中 加 入 T 细胞 活 
性 调节 剂 来 稳定 FTN- y 的 分 泌 ， 大 大 提高 了 检测 的 敏 
感性 。 总 体 来 说 ， 本 研究 结果 表明 ，IFN-y ELISpot 检 
测 方法 可 能 是 一 种 有 用 的 体外 工具 ， 用 于 识别 抗 结核 药 
物 超 敏 反应 病例 中 的 致 敏 药物 ， 将 有 助 于 抗 结核 药 超 敏 
反应 患者 快速 安全 找 出 致 敏 药物 ， 及 时 调整 抗 结核 治疗 
方案 ， 增 加 患者 治疗 疾病 的 信心 ， 对 我 国 结核 病 防 控 目 
标的 顺利 实现 有 积极 作用 。 
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